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(57) Abstract 

An immunogenic compound that, being non-toxic, may be administered to humans, and is derived from an HTV-1, HIV-2, HTLV-I or 
HTLV-2 virus regulatory protein by chemical processing using a coupling agent such as an aldehyde, or from a carrier protein activated by 
pre-processing using an aldehyde, whereby said compound may be recognised by antibodies to said regulatory protein, and retain sufficient 
immunogenic properties to produce antibodies that neutralise or block the native protein, while losing at least 50 % of the toxic biological 
properties of said native protein. 

(57) AbregC 

Compose" immunogene administrate a Thomme car denu6 de toxicity, derivam d'une proline de regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, 
HTLV-1 ou HTLV-2, par traitement chimique a l'aide d'un agent de couplage tel qu'un alddhyde, ou d'une proline porteuse activee par 
un pre* -traitement a l'aide d f un aldh6hyde, lui permettant d'&trcreconnu par des anticorps diriges contre ladite proline de regulation, et de 
conserver des proprtetes immunogenes suffisantes pour creer des anticorps neutralisant ou bloquant ladite proline native, tout en ayant 
perdu au mois 50 % des proprie^es biologiques toxiques de ladite proline native. 
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Immunogenes denues de toxldte derlvant d'une proteine de regulation 
retroviral, antlcorps, proce'de de preparation et compositions pharmaceutiques 
les renferraant 

La presente invention concerne de nouveaux immunogenes 
retroviraux utilisant des proteines de regulation retrovirales dont les proprietes 
biologiques essentielles auront ete prealablement inactivees de facon telle que 
Ton conserve ou augmente leurs proprietes immunogenes, leur procede de 
5 preparation et des compositions pharmaceutiques les renfermant. Ces 
nouveaux immunogenes "inactives" peuvent etre utilises pour induire chez 
I'homme une immunisation active susceptible de prevenir ou corriger les effets 
de deregulation que les proteines natives dont ils sont issus peuvent contribuer 
a produire. 

10 De meme, la presente invention concerne de nouveaux anticorps 

obtenus par I'utilisation de ces immunogenes "inactives", leurs precedes de 
preparation et les compositions pharmaceutiques les contenant en vue d'une 
immunisation passive. 

La molecule Tat est une proteine de regulation du VIH que Ton ne 

15 trouve pas dans la particule virale mais qui est codee par le genome du VIH-1 . 
A I'interieur des cellules infectees, cette proteine codee par I'ADN proviral joue 
un role transactivateur de genes viraux ou celiulaires. Cette proteine de 
regulation genetique peut cependant se trouver egalement a I'exterieur des 
cellules dans le milieu circulant extracellulaire, excretee au sein de debris de 

20 cellules mortes a I'etat natif ou fragmentaire ou par processus de secretion. Sa 
presence dans le milieu circulant explique I'existence d'anticorps anti-Tat 
detectables chez certains sujets s§ropositifs. Dans ce contexte extracellulaire 
du Tat le segment C terminal porteur des residus RGD reconnus par les 
int6grines de surface cellulaire et la region basique de la mol6cule (residus 45 - 

25 70) vont lui permettre, comme le font les toxines bacteriennes, d'agir sur les 
cellules non infectees de differents tissus. Ainsi la proteine Tat circuiante 
agissant comme une veritable toxine virale, peut exercer des effets nocifs sur 
les cellules endotheliales et en association avec le facteur de croissance BFGF, 
contribuer a la neoangiogenese du Sarcome de Kaposi caracterisant la maladie 

30 Sida. La proteine Tat circuiante peut egalement aggraver rimmunosuppression 
qui s'installe progressivement dans le Sida, sort par action immunosuppressive 
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directe sur les cellules T soit en contnbuant a dereg.er .a production 
d'.nterferona par les cellules presentant d'antigene, appelees APC 
(macrophages ou cellules dendritiques). 

Le syndrome d'immunodeficience acquise (Sida) est cliniquement 
5 defin, par des maladies opportunistes dues a une immunosuppression ou par le 
Sarcome de Kaposi, ^immunosuppression acquise, d'installation progressive 
au cours de I'infection VIH, se manifeste biologiquement par la perte de 
reactivite immunologique des cellules T (cytostase et la diminution de 
production de NL2) apres stimulation en premier lieu par les antigenes de 
10 rappel. puis par les alloantigenes et enfin par les mitogenes (PHA). Cette 
immunosuppression est associee a la surproduction des interferons a et y. 

Les mecanismes cytopathogenes qui induisent 
Timmunosuppression sont complexes et font intervenir differents facteurs 
d'origine virale agissant soit directement sur les cellules de I'immunite 
15 lymphocytes T et APC, soit indirectement via le reseau des cytokines. Ainsi la 
proteine d'enveloppe gp120 portee par la particule de VIH-1 et dont la 
presence extraceliulaire est mesuree par la charge virale serique peut induire 
directement Tanergie de cellules T de phenotype CD4. De leur c6te les 
proteines de regulation du VIH, notamment le Tat, dans sa configuration 
20 extraceliulaire de toxine virale circulante, semblent egalement induire une 
immunosuppression directe des cellules T ou d'autres effets pathogenes, du 
fait par exemple qu'in vitro les cellules T activees par un antigene de rappel ou 
par des anticorps anti-CD3 ne proliferent plus en presence de la molecule Tat. 
En outre la proteine Tat circulante semble faciliter la surproduction par les APC 
25 d'interferon a, cytokine cytostatique et apoptogene susceptible d'amplifier 
nmmunosuppression et I'apoptose observes dans la maladie Sida. En effet la 
secretion d'interferon a par les macrophages ne semble plus, en presence de 
Tat. arretee par une retroregulation (feedback) qui a I'etat normal contrfile cette 
production d'interferon a (periode refractaire). 

30 Le Sarc °me de Kaposi se manifeste cliniquement par I'apparition 

de nodules vasculaires representant une neoangiogenese constituee a partir 
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de cellules endotheliales. Ces cellules activees par des processus 
inflammatoires engendrant la production de cytokines (interferon y, IL1 et IL6) 
produisent du BFGF (Basic Fibroblastic Growth Factor) et se multiplied. La 
proliferation des cellules endotheliales activees in vitro est augmentee par la 
presence dans le milieu de la proteine Tat. Les anticorps anti-Tat bloquent in 
vitro les effets proliferatifs de la proteine Tat. faction du Tat sur les cellules 
endotheliales porteuses a leur surface d'adhesine de la famille des Integrines 
s'exphque par la presence de la sequence RGD reconnue par ces molecules. 

La neoangiogenese qui sous-tend in vivo le sarcome de Kaposi 
serait done favorisee par la proteine de regulation Tat dans sa configuration 
extracellulaire. qui pourrait etre reconnue, grace a son fragment C terminal 
contenant la sequence RGD, par les integrines des cellules endotheliales. De 
plus le Tat pourra egalement agir par sa region basique riche en residus K et R, 
et par consequent susceptible de se Her a I'heparine sulfate de la matrice 
extracellulaire qui concentre le facteur de croissance BFGF. Ainsi la 
proliferation des cellules endotheliales induite par les facteurs de croissance est 
accrue par la presence de Tat et engendre la neoangiogenese. Cet effet sur la 
croissance des cellules endotheliales est reduit in vitro par Taction d'anticorps 
anti-Tat. 

II apparatt done souhaitable de bloquer I'activite nocive des 
proteines de regulation des retrovirus, notamment du Tat circulant dans les 
milieux extracellulaires (sang, lymphe, milieux interstitiels ...), veritables toxines 
virales. 

En ce qui concerne les virus VIH, on avait jusqu'a present 
effectue des tentatives de vaccination a I'aide de proteines de structure ou 
fragments de proteines de structure de ces virus, mais jamais a I'aide de 
proteines de regulation ou fragments de proteines de regulation de ces virus. 

Or, on a trouve avec etonnement que, tout comme les toxines 
bacteriennes (tetanique, diphterique ou botulique) dont I'activite toxique est 
neutralisee par des anticorps specifiques, les effets nocifs des proteines virales 
de regulation et notamment du Tat, veritable toxine du VIH dans sa 
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configuration extracellulaire - qu'ils s'exercent par ('immunosuppression des 
cellules T, par le dereglement de la production de ('interferon a par les APC ou 
par la neoangiogenese qui sous-tend, le Sarcome de Kaposi - sont abolis en 
presence d'anticorps specifiques anti-Tat , comme on le verra ci-apres dans la 
5 partie experimentale. 

II en est de meme avec d'autres proteines de regulation de virus 
tels que VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2. II serait done souhaitable de 
disposer d'immunogenes administrables a I'homme capables de produire de 
tels anticorps. de meme que disposer de tels anticorps, a des fins tant curatives 

10 que preventives. En effet les composes de I'art anterieur utilises comme 
immunogenes peuvent etre toxiques pour I'homme (voir par exemple WO-A- 
9118454), notamment ceux comportant les regions basiques. II s'agit de 
fragments non modifies de Tat, de Nef ou de Rev "natifs", contrairement a la 
presente invention basee sur reactivation de ces proteines ou fragments de 

15 proteines. 

C'est pourquoi la presente demande a pour objet des composes 
immunogenes administrable(s) a I'homme car denue(s) de toxicite, caracterises 
en ce qu'ils derivent d'une proteine de regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, 
HTLV-1 ou HTLV-2, par traitement chimique a I'aide d'un agent de couplage tel 

20 qu'un aldehyde, ou d'une proteine porteuse activee par un pre-traitement a 
I'aide d'un aldehyde, de preference le formaldehyde ou le glutaraldehyde, leur 
permettant d'etre reconnus par des anticorps diriges contre ladite de proteine 
de regulation, et de conserver des proprietes immunogenes suffisantes pour 
creer des anticorps neutralisant ou bloquant ladite proteine native, tout en 

25 ayant perdu au moins 50%. notamment au moins 80%. particulierement plus de 
95% des proprietes biologiques toxiques de ladite proteine native. 

Ces composes, par analogie aux toxoides bacteriens tel que le 
tetanos toxoide. seront qualifies ci-apres de "toxoides". 

En effet. tout comme les toxoides bacteriens classiques, ils sont 

30 depourvus de toxicite propre, mais sont cependant capables de provoquer une 
immunisation par administration chez un sujet. 
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Le traitement chimique ci-dessous peut etre complete par un 
traitement physique comme par exemple une irradiation et tout particulierement 
une irradiation U.V., dans le but de diminuer la toxicite residuelle des composes 
immunogenes selon I'invention. 
5 Les toxoTdes ci-dessus peuvent par exemple etre prepares a 

partir d'un peptide ayant une sequence identique ou similaire a une sequence 
peptidique d'une proteine de regulation, telle que le Tat, et etre obtenu par 
exemple par synthese peptidique conventionnelle sur resine ou par genie 
genetique. Tous ces precedes sont bien connus par I'etat de la technique. 

10 Afin de verifier que la proteine de regulation modifiee ou son 

fragment modifie selon I'invention est bien reconnu par des anticorps diriges 
contre ladite proteine de regulation native, on peut par exemple verifier 
immunologiquement par Elisa en presence d'anticorps specifiques, la formation 
de complexes antigenes-anticorps comme on le verra ci-apres dans la partie 

15 experimentale. 

Afin de determiner si les proprietes immunogenes de la proteine 
de regulation ont ete suffisamment conservees pour creer des anticorps 
neutralisant ladite proteine native, on peut par exemple immuniser des 
mammrferes (lapins, rats, souris) a I'aide d'un compose immunogene selon 

20 I'invention et verifier que les anticorps produits neutralised les activites 
toxiques de la proteine de regulation, comme on le verra pour le Tat dans la 
partie experimentale. 

Afin de determiner si la proteine de regulation modifiee a perdu au 
moins de 50% de ses proprietes biologiques toxiques, on peut par exemple 

25 etudier I'effet de la proteine de regulation telle que le Tat inactive sur 
('immunosuppression des cellules T ou sur la production d'interferon a par des 
cellules mononucleees du sang peripherique activees ou encore sur la 
neoangiogenese induite par la proteine de regulation. 

L'inactivation de la proteine de regulation Tat est verifiee par 

30 exemple par le " Tat Rescue Assay " utilisant un mutant de VIH non infectieux 
Tat deficient cultive sur la lignee cellulaire HLM-1 dont la replication depend 
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d'un apport exogene de Tat natif. 

Le compose immunogene peut deriver d'une quelconque des 
proteines de regulation des virus VIH-1, VIH-2. HTLV-1 ou HTLV-2 et 
notamment Vif, Rev, Nef et Tat des virus VIH-1 et VIH-2 ; on retient 
5 particulierement Rev, Nef et Tat, plus particulierement Rev et Tat et de 
preference ce dernier. 

On peut aussi citer la proteine Tax de HTLV-1 ou HTLV-2. 
On peut citer egalement tout particulierement les regions 
exterieures aux regions basiques de Tat et de Rev c'est a dire exterieures aux 
10 regions 49 a 57 de Tat et 35 a 50 de Rev, ou chevauchant ces regions sur au 
plus 4 acides amines, de preference au plus 2 acides amines, particulierement 
le peptide HQVSLSKQPTSQPRGD. 

Par « derivent » ou « deriver » d'une proteine de regulation d'un 
virus VIH1, VIH2, HTLV1 ou HTLV2, Ton entend que le compose immunogene 
1 5 peut etre constitue de la totalite ou d'un fragment de la proteine de regulation et 
peut comporter une ou plusieurs modifications dans les acides amines de cette 
proteine ou fragment telles que des deletions, substitutions, additions, ou 
fonctionnalisations telles qu'acylation d'acides amines, dans la mesure ou ces 
modifications restent dans le cadre precise ci-dessus (absence de toxicite, 
20 caracteres immunologiques). Par exemple, en general le remplacement d'un 
residu leucine par un residu isoleucine ne modifie pas de telles proprietes; les 
modifications doivent generalement concerner moins de 30% d'acides amines, 
de preference moins de 20% et tout particulierement moins de 10% sur les 
segments d'homologie a la proteine de regulation d'au moins 8 acides amines, 
25 notamment au moins 12 acides amines. Un fragment peut comporter de 8 a 60 
acides amines par exemple, de preference de 12 a 40 acides amines, et 
particulierement de 25 a 40 acides amines. On peut citer par exemple les 
residus 65-80 en C terminal du Tat de VIH-1. 

Dans des conditions preferentielles, les composes immunogenes 
30 de I'invention component au moins 50% de la totalite de la proteine de 
regulation, de preference au moins 70%, particulierement au moins 90%, et 
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tout particulierement la totalrte ou quasi-totalite de ladite proteine. 

De maniere generate, en ce qui concerne les modifications, 
Thomologie ou ia similitude entre Timmunogene modifie et la proteine ou partie 
de proteine native, ainsi que les dimensions du compost immunogene, de 
5 m§me que les modalites d'utilisation, ou de couplage du compost immunogene 
selon Tinvention a une proteine immunogene telle que le toxoYde tetanique, on 
peut en particulier se r§ferer a WO-A-86/06 414 ou a EP-A-0.220.273 ou 
encore a PCT/US.86/00831, Equivalents, dont Tenseignement est incorpore ici 
par reference. 

10 Les composes immunogenes selon ('invention peuvent £tre 

utilises comme suit : 

On administre £ un patient un compost immunogene selon la 
presente invention, par exemple par voie sous-cutan6e ou intramusculaire, en 
quantite suffisante pour §tre efficace sur le plan therapeutique, a un sujet ayant 

15 besoin d'un tel traitement. La dose administree peut aller par exemple de 100 a 
1000 pg par voie sous-cutanee, une fois par mois pendant trois mois, puis 
p6riodiquement en fonction du taux des anticorps seriques indults, par exemple 
tous les 2-6 mois, 

Une composition selon Tinvention peut etre administr6e par 

20 n'importe quelle voie conventionnelle en usage dans le domaine des vaccins, 
en particulier par voie sous-cutan6e, par voie intramusculaire, par voie 
intraveineuse ou par voie orale. L'administration peut avoir lieu en dose unique 
ou r6p6t§e une ou plusieurs fois apr6s un certain intervalle de temps. 

C'est pourquoi la pr6sente demande a 6galement pour objet une 

25 composition pharmaceutique, curative ou preventive, caracterisee en ce quelle 
comprend a titre de principe actif, un compos6 immunogene tel que defini ci- 
dessus. Le compose immunogene peut etre conditionne seul ou melange a un 
excipient pharmaceutiquement acceptable tel qu'un adjuvant. 

L'invention a encore pour objet des medicaments caracterises en 

30 ce qu'ils sont constitues des composes immunogenes tels que definis ci- 
dessus, a savoir des composes immunogenes ci-dessus pour leur utilisation 
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dans une methode de traitement therapeutique du corps humain ou animal, 
ainsi que ('utilisation dun tel compose immunogene pour la preparation d'un 
medicament curatif ou preventif destine au traitement ou a la prevention des 
effets nocifs des proteines de regulation ci-dessus, et notamment du Tat. En 
5 effet, les composes selon Invention ont perdu leurs proprietes toxiques et 
peuvent done etre administres Chez I'homme comme on le verra ci-apres dans 
la partie experimentale. 

L'administration de composes immunogenes selon I'invention 
correspond a une immunotherapie active. II peut etre interessant egalement de 

10 proceder a une immunotherapie passive, e'est a dire de fournir a un patient 
directement des anticorps dont il a besoin pour neutraliser les effets nocifs des 
proteines de regulation des virus VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2. 

Ces anticorps anti-proteine de regulation peuvent etre obtenus 
classiquement et a titre d'exemple apres immunisation d'un mammifere, 

1 5 homme ou animal, a I'aide d'un compose immunogene tel que defini ci-dessus, 
par clonage de lymphocytes B humains transformes par ie virus Epstein-Barr 
puis recuperation des anticorps attendus secretes par lesdits lymphocytes B 
transformes, ou encore par recombinaison genetique a partir d'une librairie de 
phages. 

20 c ' est Pourquoi la presente demande a egalement pour objet de 

tels precedes de preparation d'anticorps anti-proteine de regulation d'un virus 
VIH-1. VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2 et en particulier d'anticorps anti-Tat toxoide, 
et notamment un precede de preparation d'un anticorps ci-dessus caracterise 
en ce que Ton immunise un mammifere a I'aide d'un compose immunogene tel 

25 que defini ci-dessus. 

La presente demande a encore pour objet un anticorps anti- 
proteine de regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2 et en 
particulier des anticorps polyclonaux ou monoclonaux obtenus a partir de sujets 
humains ou de mammiferes immunises par la mise en oeuvre des precedes ci- 
30 dessus decrits. 

Ces anticorps specifiques pourront provenir : 
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1. soit du sujet lui-meme, induits par une immunisation active 
(vaccination) avec une proteine de regulation biologiquement inactivee mais 
immunogene, notamment le Tat. Un tel compose immunogene, dans le cas par 
exemple du Tat est appele Tat-toxoTde par analogie aux toxoi'des bacteriens, 
5 2. soit d'un organisme etranger, alio- ou xenogenique, administre 

au sujet par immunisation passive (serotherapie). Les anticorps allogeniques 
(chez I'homme) pourront etre engendres chez des sujets non infectes 
volontaires apres immunisation active (vaccination) avec une proteine 
immunogene ou ses derives selon I'invention, notamment du Tat (Tat-toxoTde 
10 ou fragments peptidiques du Tat selon I'invention). Ces anticorps administres 
passivement, qu'ils soient allogeniques (humains) ou xenogeniques (animaux), 
pourront etre des anticorps monoclonaux ou polyclonaux complets ou des 
fragments F(ab')2 ou Fab de I'anticorps. 

Par « anticorps anti-proteine de regulation », I'on entend des 
15 anticorps monoclonaux ou polyclonaux ou des fragments F(ab')2 ou Fab de ces 
anticorps ou encore des anticorps anti-prot6ine de regulation obtenus par 
construction genetique a partir d'une librairie de phages. 

Les anticorps allogeniques d'origine humaine sont : 

- sort polyclonaux - pouvant etre obtenus chez des sujets 
20 seronegatrfs volontaires immunises avec un compose immunogene selon 

I'invention, notamment du Tat-toxoTde ou des fragments peptidiques de Tat. 

- sort monoclonaux a partir de clones specrfiques de cellules B 
transformees par le virus EBV de ces individus immunises (lignees B EBV 
specifiques). 

25 Les anticorps xenogeniques proviennent d'animaux 

hyperimmunises avec un compose immunogene selon I'invention, notamment 
du Tat ou ses derives (Tat-toxoTde, fragments peptidiques de Tat detoxifies 
selon 1'invention), et sont 

- soit polyclonaux provenant d'animaux hyperimmunises, 

30 - soft monoclonaux, obtenus apres hybridation selon la technique 

que Kohler et Milstein de cellules spleniques ou d'adenocytes avec une iignee 
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myelomateuse, type x63, notamment x63AG3. Dans ce cas on prefere Ies 
anticorps equins ou de lapin. 

La presente demande a encore pour objet un precede de 
preparation d'anticorps anti-proteine de regulation d'un virus VIH-1, VIH-2 
5 HTLV-1 ou HTLV-2, caracterise en ce que Ton immunise un mammifere,' 
homme ou animal, avec un compose immunogene tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a aussi pour objet un procede de 
preparation d'anticorps monoclonaux anti-proteine de regulation d'un virus VIH- 
1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2, caracterise en ce que Ton utilise des cellules B 
10 provenant d'individus immunises par un compose immunogene selon la 
presente invention, lesdites cellules B etant transformees par le virus EBV et 
produisant des anticorps specifiques anti-proteine de regulation d'un virus VIH- 
1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2. 

Les cellules EBV + ci-dessus peuvent etre cultivees de maniere a 
15 produire les anticorps attendus. Ces cellules, comme on I'a vu, proviennent 
notamment de malades immunises par une proteine de regulation native, ou 
par un compose immunogene selon I'invention. 

La presente demande a encore pour objet un procede de 
preparation d'anticorps selon I'invention monoclonaux, diriges contre une 
20 proteine de regulation d'un virus VIH-1 , VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2 inactivee ou 
non, caracterise en ce que Ton prepare des hybridomes de mammifere, 
notamment de souris a partir de splenocytes ou adenocytes notamment de 
souris immunisees par une proteine de regulation native ou un compose 
immunogene selon I'invention, et de cellules de myelome. de preference de 
25 lignee x63, selon les precedes bien connus de I'etat de la technique (Kohler et 
Milstein). 

La presente demande a egalement pour objet un procede 
d'obtention d'anticorps anti-proteine de regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, 
HTLV-1 ou HTLV-2, par la technologie de recombinaison genetique, caracterise 
30 en ce que I'on utilise a titre d'immunogene un compose immunogene tel que 
defini ci-dessus. 
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ou Fab desdits anticorps ; ceux-ci peuvent etre obtenus par digestion 
enzymatique par exemple. 



5 d'immunisation passive de sujets contamines par le virus VIH, utilisant des 
anticorps spectfiques anti-proteine de regulation de la multiplication du virus 
VIH et specialement anti-Tat neutralisant ou bloquant les effets nocifs de cette 
proteine dans sa configuration extracellulaire et prepares comme indique ci- 
dessus, ou des fragments F(ab')2 ou F(ab) de ces anticorps. 

10 La presente demande a aussi pour objet un procede 

d'immunisation active anti-VIH ou Sida utilisant un compose immunogene decrit 
ci-dessus, associe a une proteine constitutive (ou de structure) d'un virus VIH, 
notamment la glycoproteine d'enveloppe gp 120 ou gp 160 ou un fragment 
peptidique modifie ou non de celles-ci, ou au virus VIH inactive, ou au virus VIH 

15 deplete de son ARN genomique par exemple par hydrolyse alcaline. 



anti-VIH ou - Sida utilisant un compose immunogene decrit ci-dessus, associe 
a un ou plusieurs immunogenes a base de cytokines inactivees et 
specialement I'interferon a, le TGFp ou le TNF. En effet, comme on le verra ci- 
20 apres dans la partie experimentale, une combinaison des effets des anticorps 
selon Tinvention contre des proteines de regulation et des anticorps anti- 
interferon a en particulier, restaure completement I'immunosuppression induite 
par le VIH. 



25 composition renfermant deux composes immunogenes, a savoir un compose 
immunogene ci-dessus decrit, et un compose immunogene capable d'induire 
des anticorps contre une cytokine, comme I'interferon a ou le TNF a, comme 
decrit par exemple dans WO-A-91 18454, ainsi qu'une composition refermant 
un anticorps dirige contre une cytokine notamment I'interferon a et un anticorps 

30 ci-dessus dirige contre une proteine de regulation. 



La presente invention a tout autant pour objet un procede 



L'invention a encore pour objet un procede d'immunisation active 



C'est pourquoi la presente demande a encore pour objet une 
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La presente demande a egalement pour objet un procede 
d'immunisation active caracterise en ce que Ton utilise a titre d'immunogene un 
compose immunogene tel que defini ci-dessus associe a un adjuvant 
d'immunite mineral, huileux ou de synthese, ou encore un compose 
5 immunogene tel que defini ci-dessus couple ou associe a une proteine 
augmentant son immunogenicite. 

Ces immunisations peuvent etre realisees tant a titre curatif qu'a 

titre preventif. 

A titre d'immunogene pour tous ies precedes ci-dessus et ci- 
10 apres, on utilise de preference un derive de la proteine Tat. 

La presente invention a encore pour objet un procede 
d'hyperimmunisation de sujets seronegatifs ou seropositifs VIH-1, VIH-2, HTLV- 
1 ou HTLV-2, caracterise en ce que I'on utilise un immunogene tel que defini ci- 
dessus, pour la production de serums humains hyperimmuns, lesquels peuvent 
15 etre particulierement destines a la serotherapie passive par administration 
d'anticorps specifiques purifies ou de leurs fragments F(ab')2 ou Fab. 

L'invention a en outre pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant, a titre de principe actif curatif ou preventif , au moins un anticorps 
anti-proteine de regulation d'un virus tel que defini ci-dessus ou obtenu selon 
20 ies precedes ci-dessus. 

L'invention a enfin pour objet I'utilisation d'un compose 
immunogene ou d'un anticorps ci-dessus pour la preparation d'un medicament 
destine au tra'rtement des effets nocifs d'une proteine de regulation d'un virus 
VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2. 

25 En resume et notamment, la presente invention a pour objet 

I'usage a titre preventif, ou curatif chez le sujet seropositif ou atteint d'ARC/Sida 
d'anticorps specifiques de maniere a bloquer Paction nocive d'une proteine de 
regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2 et notamment du Tat 
circulant. Ces anticorps specifiques pourront provenir: 1. du sujet lui-meme, 

30 induits par une immunisation active (vaccination) avec du Tat biologiquement 
inactive mais immunogene, appeie Tat-toxoTde par analogie aux toxoides 
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bacteriens ou 2. d'un organisme stranger, alio- ou xenogenique, administre au 
sujet par immunisation passive (serotherapie). Les anticorps allogeniques (chez 
Thomme) pourront §tre engendres chez des sujets non infectes volontaires 
apres immunisation active (vaccination) avec une proteine de regulation telle 
5 que le Tat ou ses derives (Tat-toxoide ou fragments peptidiques du Tat selon 
I'invention). Ces anticorps administr^s passivement, qu'ils soient allogeniques 
(humains) ou xenog6niques (animaux), pourront §tre des anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux complets ou des fragments F(ab')2 ou Fab de 
I'anticorps. 

10 Par Tat-toxo!de, comme on Pa indique ci-dessus on entend un 

peptide ou une proteine Tat traitee par un agent chimique. Ce traitement a fait 
perdre £ la mol&cule les proprtetes biologiques toxiques du Tat circulant 
(immunosuppression des cellules T; induction de la production d'interferon a 
par les cellules productrices d'interferon ; neoangiogen6se des cellules 

15 endoth6liales; blocage de Feffet antiviral de ['interferon sur les macrophages) 
mais ont pr£serv£ les propri6t6s susceptibles d'induire la formation des 
anticorps, lorsque pr6sent§e et pr6par6e de manure appropri6e, couptee ou 
non a un "carrier", agr6g6e ou non, en presence ou non d'adjuvant. 

On a elargi la notion de Tat-toxoTde aux fragments peptidiques 

20 immunogenes de Tat c'est-3-dire une sequence peptidjque du Tat susceptible 
d'induire la formation des anticorps anti-Tat lorsqu'elle est presentee de 
manure appropriee, couplee a un carrier ou non, en presence ou non 
d'adjuvant. 

L'inverition a 6galement pour objet des compositions 
25 pharmaceutiques. 

a) Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent 
preventif ou curatif un toxoide viral ou un fragment ou analogue de proteine de 
regulation, notamment du Tat selon invention. 

b) Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent 
30 preventif ou curatif des anticorps anti-Tat produits a partir d'organismes 

immunises contre ladite proteine ou ses fragments F(ab')2 ou Fab, selon 
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I'invention. 

En outre rinvention propose egalement un kit comprenant une 
composition pharmaceutique vaccinale qui en plus du principe actif (Tat-toxoTde 
ou ses derives ou anticorps anti-Tat) peut comprendre un adjuvant et/ou un 
5 autre immunogene a proprietes anti-retrovirus. 

Enfin I'invention propose une composition pharmaceutique sous 
une forme galenique conventionnelle. En particulier on associe le principe actif 
selon rinvention en quantite suffisante pour etre efficace d'un point de vue 
therapeutique avec un diluant ou un support acceptable d'un point de vue 
10 pharmaceutique. 

EXPERIENCE 1 : Effete pathogenes de la proteine Tat circulante 

Immunosuppression des cellules T en presence de Tat: 
L'effet du Tat sur des lymphocytes T actives du sang peripherique 
15 a ete recherche. Des cellules mononuclees (PMBC) et des lymphocytes T (HLA 
35 DR-) isoles par immunomagnetisme ont ete actives par des anticorps anti- 
CDs en presence ou en absence de la molecule Tat. Apres 5 jours de culture, 
la proliferation cellulaire a 6te mesuree par incorporation de thymidine H3. Les 
resultats ont montre que le Tat inhibait la proliferation des cellules T HLA DR- 
20 (85% d'inhibition a la concentration de 1,5 ug par ml). Cette inhibition disparaTt 
en presence d'anticorps specifique anti-Tat (Intracel, U.K.). 

EXPERIENCE 2 : Effete pathogenes de la proteine Tat circulante : 

Inhibition de l'effet de rinterferon sur les macrophages en 
25 presence de Tat : 

L'effet du Tat sur I'action antivirale de rinterferon a a ete mesure 
par le test biologique conventionnel en utilisant la mesure du pouvoir 
cytopathogene du virus VSV sur les cellules MDBK. 

Effet du Tat sur rinterferon exogene 
30 Des doses croissantes de Tat ont permis d'inhiber des de faibles 

concentrations suivant une courbe dose-effet pour des concentrations de Tat 
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allant de 1 a 20 MSl'ml le pouvoir anti-viral de interferon exogene. Dans une 
experience representative, I'effet protecteur de Interferon a apparent jusqu'a la 
dilution 1/4800 (correspondant £ 150 U.I.) est reduit a la dilution 1/300 pour des 
concentrations de Tat de 10 pg/ml. Ainsi & la concentration de 10 pg/ml de Tat, 
5 a la dilution 4 800 de interferon exog£ne le titre de VSV est passe de 10 3 ' 8 
(6chantillons interferon sans Tat) a 10 5 * 5 (6chantillons interferon en presence 
de Tat) Dans ces experiences, inhibition de I'effet anti-viral de interferon a 
par la molecule Tat est supprimee en presence d'anticorps specifiques anti-Tat 
(Intracel. U.K.), de meme que par les anticorps de cheval que nous avons 
10 prepare (voir exemples ci-apres). 

EXPERIENCE 3 : Mise en evidence chez les sujets infectes par le VIH-1 de 
la proteine Tat dans sa configuration extracellulaire. 

Presence d'anticorps anti-Tat dans le serum de patients 

15 seropositifs: 

a) Une etude par Elisa des anticorps anti-Tat seriques utilisant 
comme antig6ne la molecule Tat native a 6te r§alis6e chez 50 sujets 
seropositifs et 15 sujets s£ron§gatifs. Tous les s£rums des sujets seron6gatifs 
et 20 serums de seropositifs n'ont pas r§v6le la presence d'anticorps anti-Tat 

20 avec une densite optique inferieure au seuil (cut off) (D.O. = 0,250). Parmi les 
30 s6rums de sujets infecfes par le VIH, qui ont d£passe le seuil, 6 ont une DO 
sup6rieure a 0,500. Aucune correlation apparente n'a pu §tre faite entre la 
presence d'anticorps anti-Tat d'une part, l'£tat clinique et le nombre de cellules 
CD4 par mm 3 de sang d'autre part. 

25 b) Une etude par Elisa d'anticorps anti-Tat seriques utilisant 

comme antigenes differents peptides du Tat a ete realisee chez des sujets 
seropositifs a differents stades de revolution de leur infection VIH - sujets 
asymptomatiques ; patients pr6sentant des manifestations cliniques pr£-Sida 
(ARC) et patients atteints de Sida. Les resultats de cette etude sont les 

30 suivants: 
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1) Les sequences peptidiques du Tat 
MEPVDPRLEPWKHPG (residus 1 - 15 en N terminal) 
HQVSLSKQPTSQPRGD (residus 65 - 80 en C terminal) 

ont ete reconnues par la grande majorite des serums de seropositifs et par 
5 aucun serum de seronegatifs (controles). Les reactions ont ete fortement 

positives mais aucune correlation n'a pu etre montree en rapport avec 

revolution de I'infection VIH et le nombre de CD4 des sujets. 

2) Les autres sequences etudiees n'ont pas ete reconnues de 

maniere notable par les serums quite soient d'individus seropositifs ou 
10 controles (voir Tableau 1). Seuls quelques rares serums pour chaque sequence 

ont montre une densite optique superieure au seuil (2 fois la moyenne des 

s6rums controles). 



15 



20 





Sujets infectes* 
(72 serums) 


Sujets controles 
( 10 serums) 


Residus 
peptidiques du Tat 


Serums 
positife** 


D.O. 
moyenne 


Serums 
positifs** 


D. O. 
moyenne 


1-15 


67 


0,43 


0 


0,08 


9-20 


0 


0,26 


0 




22-37 


7 


0,78 


0 


0,41 


36-50 


5 


0,86 


0 


0,65 


46-60 


6 


0,53 


0 


0,40 


52 - 60 


2 


0,32 


0 


0,38 


56 - 70 


0 


0,19 


0 


0,20 


65-80 


70 


1,01 


0 


0,08 



* Les sujets infectes par le VIH sont a des stades varies; sujets 
asymptomatiques, patients atteints d'ARC et patients atteints de Sida. 
- La reaction est consideree positive (seuil) lorsque la densite optique est 2 
fois superieure a la moyenne des seronegatifs. 

3) II est interessant de noter que la sequence la plus reactive 
(AA 65 - 80) est celle contenant les residus RGD reconnus par les integrines. 



1 : Preparation de la proteine Tat immunogene (Tat-toxoide). 
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Inactivation de la proteine Tat en presence de formaldehyde 

A une solution de Tat (1 mg/ml) dans du phosphate disodique 

70 mM, pH 8,0, on ajoute du formaldehyde a la concentration finale 33 mM. 

Le melange est incube a 37 °C pendant 1,3,5,7 et 9 jours. A la fin 
5 de chacune des periodes d'incubation, un echantillon est preleve et la reaction 

avec le formaldehyde bloquee par addition de glycine a la concentration finale 

100 mM. 

Chaque prelevement est dialyse pendant 1 nuit a 4°C contre 100 
fois son volume de PBS (tampon phosphate salin). 
10 . 

EXEMPLE 2 : Preparation de la proteine Tat immunogene (Tat-toxoide) 

Inactivation de la proteine Tat en presence de glutaraldehyde 
A une solution de Tat (1 mg/ml) dans du phosphate disodique 
70 mM, pH 8,2 on ajoute du glutaraldehyde a la concentration finale, sort 0,026 
15 M, sort 0,0026 M. On laisse la-r6action avec le glutaraktehyde se poursuivre 
pendant des temps divers variant de 1 mn a 3 h. Apres le temps de reaction 
choisi, d la temperature du laboratoire, la reaction est bloquee par addition de 
glycine a la concentration finale de 100 mM. Les differents pr6l6vements sont 
dialyses, pendant 16 heures, a 4°C t contre 100 fois leur volume de PBS. 

20 

EXEMPLE 3 : Preparation de la proteine Tat immunogene (Tat-toxoTde) 

Inactivation et couplage simultang d la toxine tetanique du Tat 
A un melange de toxine tetanique et de Tat dans un rapport 
molaire de 1 a 15, dans un tampon phosphate 70 mM - 100 mM (pH variant de 
25 6,8 a 8,2) on a ajoute du glutaraldehyde a la concentration finale (variant de 
0,0026 M a 0,026 M) et on laisse la reaction deactivation et de couplage 
s'effectuer pendant des temps variables (3-15 mn) a la temperature du 
laboratoire. La reaction est bloquee par addition de glycine a la concentration 
. finale 100 mM et les differents prelevements sont dialyses pendant 16 heures, 
30 a 4°C, contre 100 fois leur volume de PBS. 
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EXEMPLE 4 : Pouvoir immunogene et antigenicite des Tat-toxoides 

Tat-toxoide immunogene chez la souris: Anticorps par Elisa 

Le pouvoir immunogene des differentes preparations de Tat 

inactive, sort par ie formaldehyde (Tat-toxoide), sort par le glutaraldehyde (Tat- 
5 polan). soit apres couplage a la toxine tetanique (conjugue Tat-toxine 

tetanique), c est a dire des composes immunogenes des exemples 1 a 3, a ete 

determine chez la souris. 

Des souris Swiss de 18-20g ont ete immunisees par 2 injections 

sous-cutanees de I'immunogene des exemples 1. 2 et 3 en presence 
10 d'adjuvant complet de Freund, la seconde pratiquee 3 semaines apres la 1 ere 

avec 20 pg de preparation en emulsion en presence d'adjuvant incomplet de 

Freund. 

15 jours apres I'injection de rappel, des prelevements sanguins 
ont ete pratiques par voie intracardiaque. Les anticorps anti-Tat ont ete 
15 determines dans les serums par Elisa. La densite optique a ete mesuree a 
490 nm. 

Les resultats obtenus, resumes dans le Tableau 2, montrent que 
toutes les preparations de Tat sont immunogenes a des degres divers, hormis 
le conjugue Tat-TT traite pendant un temps court (3 minutes) par la 

20 glutaraldehyde, qui s'est avere toxique et a tue les souris en 24 heures (TT trop 
faiblement inactive). II est a signaler que les serums des souris non- 
immunisees repondent en dessous de 0,200 (D.O) au Tat natif comme au Tat- 
toxoide. De plus ces resultats montrent que le Tat natif est reconnu par les 
anticorps de la meme facon que le toxoide, ce qui confirme leur antigenicite 

25 equivalente et justifie encore I'utilisation du Tat-toxoide pour immunises 
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TABLEAU 2 



Preparations 


Taux d'anticorps 


Taux d'anticorps 




anti-Tat natif 


anti-Tat toxoide 




uensite uptique (u.uj 


(3 jours) 






uensite uptique (U.u; 


I ai lUAUlUC \ I jUUioJ 


n ion 




Tat-trtv/ViH© (*K \n\ irc\ 
I al-lUAUlUc \0 JUUioJ 


U,*tOO 




Tat-toxoYde IS tours^ 


0 998 


n Qm 


Tat-toxoYde (9 jours) 


0,807 


0,780 


Tat -polan (1 mn;) 0,026 M 


0,718 


0.706 


Tat -polan (15 mn;) 0 t 026 M 


1,564 


1.452 


Tat -polan (60 mn;) 0,0026 M 


1,065 


1.113 


Tat -polan (3h;) 0,0026 M 


0,194 


0,210 


conjugu6 Tat - TT (3 mn; 0.0026M) 


toxique 


toxique 


conjugu6 Tat - TT (15 mn; 0,0026M) 


1,987 


1,897 


conjugu6 Tat - TT (6 mn; 0,026M) 


0,824 


0,795 


conjugue Tat - TT (15 mn; 0 t 026M) 


1,642 


1.556 



5 EXEMPLE 5 : Toxicite aigue 

La toxicite des preparations de Tat-toxoTde et de Tat-polan a 6t6 
d6terminee par injection sous-cutan6e d la souris Swiss de 18-20g. Les 
preparations de Tat-toxoYde (7 jours) et Tat-polan (15 mn; 0,026 M) ont ete 
administrees a la dose de 100 pg par souris. Les anjmaux ont ete observes 
10 pendant 7 jours. 

Aucun signe manifesto de toxicite n'a ete observe. Le poids des 
animaux a continue de croltre. L'examen macroscopique des organes a 
I'autopsie n'a pas permis de reveler d'anomalies. 

15 EXEMPLE 6 : Anticorps anti-Tat 

On a prepare des anticorps anti-Tat comme suit : on a isole la 
fraction IgG sur une colonne de proteine G a partir de serums de souris 
immunisees avec du Tat-polan. Les fragments F(ab*)2 ont ete egalement 
prepares a partir de la fraction IgG isoiee par digestion pepsique. La reactivite 
20 immunologique de ces fractions a ete verifiee par Elisa. 



WO 96/27389 



- 20 - 



PCT/FR96/00357 



EXEMPLE 7 : Inactivity biologique du Tat-toxoide 

Les differents Tat-toxoides inactives 1, 3, 5 , et 9 jours de 
I'exemple 1 sont testes dans un test d'activite depression du gene reporter 
5 Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) dependants du "Long Terminal 
Repeat" (LTR) du VIH-1. 

Le principe de cet essai est le suivant : des cellules de lignee 
Hela contenant le gene CAT sous controle du LTR du VIH, sont mises en 
contact avec le Tat natif ou les toxoides pendant 6h. Apres 24h de culture, les 

10 cellules sont lysees et la quantite de CAT produite est mesuree par un test 
d'activite du CAT qui mesure le pourcentage d'acetyl-CoA accroche au 
chloramphenicol. Si la molecule Tat est active, il y aura un fort pourcentage de 
chloramphenicol acetyle, sinon ce pourcentage sera faible. La culture de ces 
cellules adherentes se fait de maniere standard en milieu RPMI, 10% FCS. La 

5 concentration de Tat ajoutee pour avoir un effet-dose va de 1 ug a 1 0 ug par ml 
de sumageant. 

Les resultats presentes ici montrent que le Tat-toxoide est 
totalement inactive apres 3 jours, avec une activite residuelle faible a 1 jour. 



D 



Preparations 


Acetylation du chloramphenicol (%) 


Tat natif 


100 


Tat-toxoide (1 jours) 


18 


Tat-toxoide (3 jours) 


u__ 3 


Tat-toxoide (5 jours) 


2 


Tat-toxoTde (9 jours) 


3 



EXEMPLE 8 : Absence d'effets pathogenes du Tat-toxoYde 

a) Absence d'immunosuppression des cellules T en presence de 
Tat-toxoide (contrairement aux experiences 1 et 2). 

L'effet du Tat-toxoide (5 jours) sur des lymphocytes T actives du 
sang peripherique a ete recherche. Des cellules mononuclees (PMBC) et des 
lymphocytes T (HLA 35 DR-) isoles par immunomagnetisme ont ete actives par 
des anticorps anti-CD 3 en presence ou en absence de composes 
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immunogenes de I'exemple 1 . Apres 5 jours de culture, la proliferation cellulaire 
a ete mesuree par incorporation de thymidine H3. Les resultats ont montre que, 
contrairement au Tat natif, le Tat-toxoTde n'inhibait pas la proliferation des 
cellules T HLA DR-. Ainsi, a la dose de 5 ng/ml dans la culture, en presence de 
5 Tat-toxoTde, la proliferation des cellules etait identique a celle du controle. 

b) Absence d'inhibition de I'effet de I'interferon a sur les 
macrophages en presence de Tat-toxoTde: 

L'effet du Tat-toxoTde sur Taction antivirale de I'interferon a a ete 
mesure par le test biologique conventionnel en utilisant la mesure du pouvoir 
10 cytopathogene du virus VSV sur les cellules MDBK. 

Effet du Tat-toxoTde sur I'interferon exogene 

Contrairement au Tat natif, des doses equivalents de Tat- 
toxoTde de I'exemple 1 n'ont pas permis d'inhiber le pouvoir anti-viral de 
I'interferon exogene. Dans une experience representative, l'effet protecteur de 
15 I'interferon a apparent jusqu'a la dilution 1/4800 (correspondant a 150 U.I.) est 
maintenu en presence de 50 pg de Tat-toxoTde, alors qu'il est diminue au 1/300 
avec le Tat natif. A la dilution 4 800 de I'interferon exogene le titre de VSV est 
maintenu au niveau du controle a 10 3 . 8 (echantillons interferon avec Tat- 
toxoTde) alors qu'il passe a IO 5 . 5 (6chantillons interferon en presence de Tat). 

20 

EXEMPLE 9 : Role protecteur des anticorps anti-Tat-toxoide face aux 
effets du Tat natif. 

Des anticorps anti-Tat-toxoTdes de I'experience 1 (traitement au 
formaldehyde 3 jours) ont 6te prepares chez des chevaux hyperimmunises. A 
25 partir de ces anticorps des fragments F(ab*)2 ont ete aussi prepares selon la 
procedure decrite dans I'exemple 6. 

Les anticorps, comme les fragments F(ab')2, inhibent les 
differentes activites biologiques du Tat natif dans les differents tests: 
transactivation du LTR du VIH (essai CAT) (voir exemple 7), 
30 immunosuppression (voir experience 1), inhibition de l'effet de I'interferon a 
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exogene sur culture (voir experience 2). Les experiences 1, 2. et I'exemple 7 
ont ete repris avec du Tat natif et en preincubant ou non ce Tat natif 1h a 37° 
avec les anticorps ou fragments F(ab')2, a la dose de 40 ug d'anticorps pour 1 
W de Tat natif. Les resultats ont montre que les anticorps inhibent Taction du 
5 Tat natif. 

EXEMPLE 10 : Redressement systematique de la proliferation cellulaire 
grace a la comblnaison anticorps anti-Tat et anticorps 
anti-interferon a : synergie des anticorps anti-Tat et anti- 
-10 interferon a. 

On a observe que des PBLs (cellules mononucleees du sang 
peripherique) de sujets sains infectees in vitro avec du VIH-1 et cultivees 6 
jours exercaient une activite immunosuppressive. 

En effet, si Ton ajoute de telles cellules infectees depuis 6 jours, 
15 ou non infectees) irradiees en proportion de 1 pour 5 a des cellules autologues 
activees par la proteine Staphylococcus Enterotoxin B (SEB), on observe au 
bout de 4 jours que la proliferation des cellules autologues est amoindrie de 
80% par rapport aux contr6les (cellules non infectees). 

Dans ce modele, si on ajoute a la culture des cellules infectees in 
20 vitro des anticorps anti-interferon a, ces cellules perdent alors leur effet 
suppresses dans 50% des sujets. Chez 20% des cas, les cellules 
suppressives perdent 60% de leur effet suppresses, et chez 30% cet effet 
suppresseur est significativement maintenu. 

Si on ajoute aux anticorps anti-interferon a des anticorps anti-Tat 
25 (monoclonaux decrits en experience 1 , ou polyclonaux de cheval de I'exemple 
9), c'est dans 100% des cas que les cellules infectees in vitro perdent leur effet 
suppresseur. 

Ces experiences montrent le r6le combine toxique de Tat et de 
I'interferon a dans ('immunosuppression induite par le VIH1 et qu'une 
30 association d'anticorps anti-interferon et anti-Tat restaure une immunite 
normale. 
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EXEMPLE 1 1 : Immunisation de patients infectes par ie VIH-1 

6 patients voiontaires avec un taux de lymphocytes CD4 allant de 
250 a 500 ont ete immunises par du Tat-polan prepare selon I'exemple 2 
5 (15 mn). Pour cela ils ont recu 3 injections initiales intramusculaires de Tat- 
toxoYde (400 / injection) a un mois d'intervalle et un rappel a 6 mois. 
L'adjuvant utilise pour ces injections a ete le phosphate de calcium. Le tableau 
presente la reponse observee chez ces individus avant les immunisations et 
apres (7 mois apres la premiere injection). 



PATIENT 


ELISA i 
Densite Op 
Avant 


anti-Tat 
ittque (D.O) 
Apres 


Taux de lyi 
CD4(celh 
Avant 


mphocytes 
jles/mm 3 ) 
Apres 


1 


0,220 


1,123 


283 


314 


2 


0,356 


0,984 


367 


340 


3 


0,255 


0,650 


436 


619 


4 


0,750 


0.912 


409 


430 


5 


0,195 


0,785 


428 


386 


6 


0,395 


0,659 


471 


527 



Ces resultats montrent que la reponse anticorps dirigee contre ie 
Tat natif est tres significativement augmentee grace a I'immunisation a I'aide du 
Tat-toxoYde de I'exemple 1 et que le taux de lymphocytes CD4 et reste stable 
15 surcette duree. 

Cet essai de phase 1 montre la non-toxicite de I'immunisation 
avec le Tat-toxoYde et confirme son imunogenicite. Notamment, les constantes 
biologiques des patients sont restees stables, notamment le phenotype CD4. 

20 EXEMPLE 12 : Preparation de la proteine Nef immunogene (Nef-toxoide) 

Inactivation de la proteine Nef en presence de formaldehyde. 

A une solution de proteine Nef (1g/ml) dans du phosphate 
disodique 70mM, pH 8,0, on ajoute du formaldehyde a la concentration finale 
de 33 mM. 



10 



15 



20 



25 



30 
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Le melange est incube a 37'C pendant 1, 3, 5, 7 et 9 jours. A la 
fin de chacune des periodes d'incubation, un echantillon est preleve et la 
reaction avec le formaldehyde bloquee par addition de glycine a la 
concentration finale 100mM. 

Chaque prelevement est dialyse pendant 1 nuit a 4°C contre 100 
fois son volume de PBS (tampon phosphate salin), et le Nef-toxoTde isole. 

EXEMPLE 13 : Preparation de la proteine Nef immunogene (Nef-polan) 

Inactivation de ia proteine Nef en presence de glutaraldehyde. 

A une solution de Nef (1mg/mlm) dans du phosphate disodique 
70mM, pH 8,2, on ajoute du glutaraldehyde a la concentration finale, soit 
0,026 M, soit 0,0026 M. On laisse la reaction avec le glutaraldehyde se 
poursuivre pendant des temps divers variant de 1mn jusqu'a 3 H. Apres le 
temps de reaction choisi, a la temperature du laboratoire, la reaction est 
bloquee par addition de glycine a la concentration finale de 100 mM. les 
differents prelevements sont dialyses, pendant 16 heures, a 4°C, contre 100 
fois leur volume de PBS, et le Nef-polan isole. 

EXEMPLE 14 : Pouvoir immunogene et antigenicity des Nef-toxoides 

Nef-toxoide immunogene chez ia souris : Anticorps par Elisa. 

Le pouvoir immunogene des differentes preparations de Nef 
inactive, soit par le formaldehyde (Nef-toxoTde), soit par le glutaraldehyde (Nef- 
polan), c'est a dire les composes immunogenes des exemples 12 et 13, a ete 
determine chez la souris. 

Des souris Swiss de 18-20 g on ete immunisees par 2 injections 
sous-cutanees de I'immunogene des exemples 12 et 13 en presence 
d'adjuvant de Freund, la seconde pratiquee 3 semaines apres la premiere, 
avec 20 ug de preparation en emulsion en presence d'adjuvant incomplet de 
Freund. 

15 jours apres Tinjection de rappel, les prelevements sanguins ont 
ete pratiques par voie intracardiaque. Les anticorps anti-Nef ont ete determines 
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dans les serums par Elisa. La densite optique a ete mesuree a 490 nm. 

Les resultats obtenus, resumes dans le tableau ci-apres, montrent 
que toutes les preparations de Nef sont immunogenes a des divers degres. II 
faut signaler que les serums de souris non immunisees donnent un niveau de 
reponse inferieur a 0,2 (en D.O) dans ces essais Elisa. 

. Ces resultats montrent que la proteine Nef native est reconnue 
par les anticorps de la meme facon que le toxoi'de, ce qui confirme leur 
antigenicity equivalente et justifie encore ('utilisation du Nef-toxoTde pour 
immunises 



Preparations 


Taux d'anticorps 


Taux d'anticorps 




anti-Nef natif 


anti-Nef toxoi'de 




Densite Optique (D.O) 


(3 jours) v 






Densite Optique (D.O) 


Nef-toxoide (1 jours) 


0,56 


0,5 


Nef-toxoide (3 jours) 


0,78 


0.8 


Nef-toxoide (5 jours) 


0,99 


1,01 


Nef-toxoide (9 jours) 


0.65 


0.75 


Nef-polan(1 mn;) 0.026 M 


1.12 


0,98 


Nef -polan (15 mn;) 0,026 M 


1.69 


1.56 


Nef -polan (60 mn;) 0,0026 M 


1,31 


1.41 


Nef -polan (3h;) 0,0026 M 


0,35 


0,41 
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LISTE DE SEQUENCES 
(1) INFORMATION GENERALE : 

(i) DEPOSANT : 

(A) NOM : NEOVACS 

(B) RUE : 1 17, rue Vieille du Temple 
(C ) VILLE : PARIS 

(E) PAYS : FRANCE 

(F) CODE POSTAL : 75003 

00 TITRE DE [.'INVENTION : Nouveaux immunogenes de 
nouveaux anticorps, leur precede de preparation et des compositions 
pharmaceutiques les renfermant. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 1 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Floppy disk 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

(C ) SYSTEME SEXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS 

/ncm < D > LOGICIEL : Patentln Release #1.0, Version # 1 .25 

(Ufco) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID NO : 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE ■ 

(A) LONGUEUR : 16 acides amines 

(B) TYPE : acide amine 
(C ) NOMBRE DE BRINS : simple 
(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 1 : 

His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gin Pro Thr Ser Gin Pro Arg Gly Asp 
1 5 10 15 
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1. Compose immunogene administrable a I'homme car denue de 
toxicite, caracterise en ce qu'il derive d'une proteine de regulation d'un virus 
VIH-1. VIH-2. HTLV-1 ou HTLV-2, par traitement chimique a I'aide d'un agent 

5 de couplage tel qu'un aldehyde, ou d'une proteine porteuse activee par un pre- 
traitement a I'aide d'un aldehyde, lui permettant d'etre reconnu par des 
anticorps diriges centre ladite de proteine de regulation, et de conserver des 
proprietes immunog§nes suffisantes pour creer des anticorps neutralisant ou 
bloquant ladite proteine native, tout en ayant perdu au moins 50%, des 
10 proprietes biologiques toxiques de ladite proteine native. 

2. Compose immunogene selon la revendication 1 , caracterise en 
ce qu'il derive d'une des proteines de regulation suivantes des virus VIH-1 ou 
VIH-2, Nef, Tat, Vrfou Rev. 

3. Compose immunogene selon la revendication 2, caracterise en 
15 ce qu'il derive de la proteine Tat. 

4. Compose immunogene selon la revendication 1 , caracterise en 
ce qu'il derive d'une proteine Tax, d'un virus HTLV-1 ou HTLV-2. 

5. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un compose immunogene tel que defini a Tune des revendications 1 

20 a 4. 

6. Un compose immunogene tel que d§fmi a i'une des 
revendications 1 & 4 pour son utilisation dans une methode de traitement du 
corps humain ou animal. 

7. Procede de preparation d'un compose immunogene tel que 
25 defini a I'une des revendications 1 a 4 caracterise en ce que Ton soumet une 

proteine de regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2 a un 
traitement chimique a I'aide d'un aldehyde, selectionne puis purifie le compose 
attend u. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le 
30 traitement chimique comprend un traitement a I'aide d'un aldehyde suivi d'un 
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couplage a une proteine porteuse. 

9. Precede de preparation d'un anticorps anti-proteine de 
regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2 caracterise en ce que 
Ton immunise un mammifere a I'aide d'un compose immunogene tel que defini 

5 a I'une des revendications 1 a 4. 

10. Procede de preparation d'un anticorps anti-proteine de 
regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2 caracterise en ce que 
I'on procede au clonage de lymphocytes B transformes par le virus Epstein- 
Barr. puis recupere les anticorps attendus secretes par lesdits lymphocytes B 

10 transformes. 

11. Procede de preparation d'un anticorps anti-proteine Tat d'un 
virus VIH-1 ou VIH-2, caracterise en ce que I'on procede au clonage de 
lymphocytes B transformes par le virus Epstein-Barr, puis recupere les 
anticorps attendus secretes par lesdits lymphocytes B transformes. 

15 1Z Pr °c6de de preparation d'un anticorps anti-proteine Tax d'un 

virus HTLV-1 ou HTLV-2 caracterise en ce que I'on procede au clonage de 
lymphocytes B transformes par le virus Epstein-Barr, puis recupere les 
anticorps attendus secretes par lesdits lymphocytes B transformes. 

13. Procede de preparation d'un anticorps anti-proteine de 
20 regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, HTLV-1 ou HTLV-2 caracterise en ce que 

Ton prepare ledit anticorps par recombinaison genetique, a partir d'une librairie 
de phages. 

14. Procede de preparation d'un fragment F(ab') 2 ou F(ab) d'un 
anticorps tel que prepare a I'une des revendications 9 a 13, caracterise en ce 

25 que I'on procede a la digestion enzymatique d'un tel anticorps. 

15. Un anticorps anti-proteine de regulation d'un virus VIH-1 , VIH- 
2, HTLV-1 ou HTLV-2 obtenu par immunisation d'un mammifere a I'aide d'un 
compose immunogene tel que defini a I'une des revendications 1 a 4. 

16. Un fragment F (ab') 2 ou F(ab) d'un anticorps tel que defini a la 
30 revendication 15. 

17. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
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comprend un anticorps tel que defini a I'une des revendications 15 et 16. 

18. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un compose immunogene tel que defini a I'une des revendications 1 
a 5, associe a une proteine Gag,. Pol ou Env d'un virus VIH-1, VIH-2, HTLV-1 

5 ou HTLV-2. 

19. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un compose immunogene tel que defini a I'une des revendications 1 
a 5, associe a une proteine gp120 / gp160, native ou inactivee par traitement 
physique, chimique, genetique ou immunologique ou a une fraction peptidique 

10 de cette proteine, modifiee ou non. 

20. Un compose immunogene ayant la formiile suivante 
HQVSLSKQPTSQPRGD ou MEPVDPRLEPWKHPG ou correspondanf au Tat 
natif de HIV1 ou HIV2 apres inactivation a I'aide d'un aldehyde. 

21. Une composition vaccinate renfermant 

15 - un compose immunogene tel que defini a I'une des 

revendications 1 a 4. 

- un compose immunogene qui est une cytokine sous une forme 
differente de sa forme native et inactivee ou un analogue inactif ou un fragment 
inactif ou inactive de cytokine. 

20 22. Une composition renfermant 

- un anticorps anti-proteine de regulation d'un virus VIH-1, VIH-2, 
HTLV-1 ou HTLV-2 

- un anticorps anti-cytokine tel qu'un anticorps anti-interferon a 

humain. 
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